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はじめに、 HT29 および HCTl16 大腸がん細胞の Doxycycline 誘導性 NEU3 発現抑制細胞株
(HT29/TR および HCTl16/TR) を作成した。 NEU3 の遺伝子抑制により HT29/TR および




制により影響を受ける遺伝子を検索した。その結果、幹細胞遺伝子 Nanog、 Oct4、 Sox2 や Wnt
関連遺伝子 Wntl 、 Wnt3a、 Lgr5、Axin2 などの発現が低下していた。これらが共通して Wnt
関連遺伝子であったことから、 NEU3 が Wnt シグナルに関わると予想された。実際に NEU3 の
Wnt シグナルへの影響を調べると、 HK293T 細胞への NEU3 遺伝子導入によって Wnt
co・receptor である LRP6 のリン酸化、 ß-catenin の活性化が促進された。一方、 HT29/TR およ
び HCTl16/TR 細胞における NEU3 発現抑制により、過剰発現の場合と逆の結果が得られた。
また、免疫沈降による実験から、 NEU3 が LRP6 と共沈し、 LRP6-Axin -GSK・ß-catenin 複合体
の形成を促進することが明らかになった。 NEU3-LRP6 複合体の形成はAxin や GSK と同様に
Wnt の刺激に伴って促進された。そこで、 NEU3 はガングリオシドシアリダーゼであるので、
NEU3 発現変化に伴う糖脂質変化を TLC により分析した。その結果、 NEU3 の基質となる GM3
の分解産物、ラクトシルセラミドの有意な変化が認められた。さらに、 NEU3 の活性欠失型変異
体 N88D では LRP6 リン酸化の促進は認められなかった。すなわち、 NEU3 が Wnt の発現調節、




条件下で形成されるスフェア由来の HT29 細胞(1xl03 および lxl04) を NOD/SCID マウス皮下
に移植して造腫蕩能を評価すると、接着培養細胞と比べてより高い頻度で腫療を形成した。この
スフェアにおいては、 NEU3 と上記に示す幹細胞遺伝子および Wnt の発現が上昇していた。こ
の NEU3 発現を抑制すると、 Wnt および幹細胞遺伝の発現が抑制され、スフェア形成能および















伝子Wntl 、 Wnt3a、 Lgr5、 Axin2の発現が低下していた。これらは多くがWnt標的遺伝子で、あるので、 Wntシグ




およびWnt遺伝子とともに、 NEU3自身が高発現しており、逆に、 NEU3の発現を抑制すると、 Wntと幹細胞遺
伝子の発現が低下し、スフェア形成能および造腫蕩能が抑制された。これらの結果から、 NEU3がガングリオ
シド触媒作用を介して、 Wntの発現変化やLRP6複合体との相E作用により、 Wnt シグ、ナノレリングを調節
し、がん細胞の自己複製能と造腫、虜能を制御している可能性が強く示唆された。これはガングリオシド
の修飾ががん細胞の自己複製能と造腫蕩能を規定するという新しい知見である。さらに、本論文では、
各種がんで異常尤進するNEU3が脹発生やがん化に関わる重要な分子として知られている Wnt発現や
LRP6のリン酸化を制御していることが明らかとなったが、この結果は、それらを制御するNEU3の治療標
的分子としての有用性を示すことになった。
本審査に提出された論文の内容は、第一次審査に関する意見書の指摘項目に対して充分な返答がなさ
れていると判断される。以上の事由により、本研究の「形質膜シアリダーゼ (NEU3) によるWnt伝達経
路を介した造腫虜能の制御」と題する学位論文は、がん研究分野において重要な新しい知見を含み、そ
の結果の意義、新規性等から、東北大学大学院医学系研究科博士論文として相応しい論文と判断される。
したがって、本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認定される。
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